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บทคัอย่อ 
เอนไซม์ไคโตไบเอสหรือเอ็น อะซิทลิกลูโคซามินิเดสจัดเป็นเอนไซม์ที่อยู่ในไกลโคซิลไฮโดรเสล แฟมิลี 
3 หรือแฟมลิี 20 ซึ่งเอนไซม์ทั้งสองแฟมิลีมคีวามแตกต่างกันทั้งลําดับของกรดอะมิโนและกลไกในการเร่ง
ปฏิกิริยา ในการศึกษาคร้ังนี้ ผู้วิจัยได้ทําการแยกยีนของเอนไซม์เอ็น อะซิทิลกลูโคซามนิิเดสแฟมิล ีGH-20 สอง
ตัวคือ VhNag1 และ VhNag2 จากจีโนมของแบคทีเรีย Vibrio harveyi (ช่ือเดิมคือ V. carchariae) สายพันธ์ุ 
650 ต่อมาได้ทําการโคลนยีนท้ังสองเข้า pQE60 exression vector ซึ่งสามารถทําการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนใน E. coli เจ้าบ้านสายพันธ์ุ M15 ได้ การวิเคราะห์สายโพลีเพปไทด์ของ VhNag1 มีขนาด 88,849 Da 
มีค่า pI เท่ากับ 4.9 มีค่า pH optimum ในช่วงกว้างคือ 6.5-7.5 ส่วนสายโพลีเพปไทด์ของ VhNag2 
polypeptide มีนํ้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 73,143 Da มีค่า pI เท่ากับ 5.4 และมคี่า pH optimum เท่ากับ 7.0 
การศึกษาการย่อยสลายสับสเตรทพบว่ารีคอมบิแนนท์ VhNag1 และ VhNag2 ที่ถูกผลิตโดย E. coli สามารถ
ย่อยไคตินสับสเตรทได้ทุกชนิด แต่ประสิทธิภาพในการย่อยสลายของเอนไซม์ VhNag2 ดีกว่าเอนไซม์ VhNag1 
อย่างน้อย 10 เท่า ผลการทดสอบทางชีวเคมีและข้อมลูทางจลนพลศาสตร์พบว่าเอนไซม ์ VhNag2 สามารถ
ย่อยไคตินโอลิโกแซคคาร์ไรด์แบบเป็นลําดับและให้ผลิตผลสุดท้ายเป็น GlcNAc ซึ่งบ่งบอกว่า VhNag2 มี
ลักษณะเป็น exolytic enzyme นอกจากผลการเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสับสตเรทต่าง ๆ พบว่า 
VhNAg2 ย่อย pNP-GlcNAc2 ได้ดีที่สุด ส่วนเมื่อเทียบกับไคตินโอลิโกแซคคาร์ไรด์ด้วยกันพบว่าไคโตเตตระ
โอสเป็นสับสเตรทที่ดีที่สุดของ VhNag2   
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ABSTRACT 
 
Chitobiases or β-N-acetylglucosaminidases are classified into glycosyl hydrolases family 3 
(GH-3) or family 20 (GH-20), both are different in sequence identity and mode of enzyme 
action. In this study, two genes corresponding to GH-20 GlcNAcase homologues (namely 
VhNag1 and VhNag2) were successfully isolated from the genome of V. harveyi (formerly 
classified as V. carchariae) type strain 650.  Both genes were cloned into pQE50 expression 
vector, which could be expressed in E. coli M15 host cells. The VhNag1 polypeptide has a 
molecular weight of 88,849 Da, a pI of 4.9 and a broad range of pH optimum from 6.5 to 7.5, 
whereas the VhNag2 polypeptide has a molecular weight of 73,143 Da, a pI of 5.4 and a pH 
optimum of 7.0. The recombinant VhNag1 and VhNag2 expressed by E. coli were found to 
degrade all the tested chitin substrates with VhNag2 being at least ten fold more active than 
VhNag1. The results obtained from different biochemical assays and kinetic characterization 
consistently suggested that VhNag2 degraded chitin oligosaccharides in a sequential manner, 
generating GlcNAc as the final end product, which suggests that VhNag2 is an exolytic 
enzyme.  VhNag2 acts most efficiently on pNP-GlcNAc2. For chitin oligosaccharide, 
chitotetraose was found to be the best substrate. 
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บทที่ 1 
บทนํา 
 
1.1. ความสําคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
ไคติน (chitin) เป็นชีวโพลีเมอร์สายตรงประกอบด้วยนํ้าตาลหน่วยย่อย ๆ ของ N-acetyl 
glucosamine มาเรียงต่อกันด้วยพันธะไกลโคลซิดิกแบบ 14 ดังรูบที่ 1.1 
 
 
 
รูปที่ 1.1 โครงสร้างของไคตินโพลีเมอร์ (แหล่งที่มา: members.tripod.com/~Dalwoo/structure.gif) 
 
ไคตินจัดเป็นองค์ประกอบโครงสร้างภายนอกที่สําคัญของสิ่งมีชีวิตช้ันตํ่าต่าง ๆ ได้แก่ กุ้ง ปู แมลง 
และองค์ประกอบหลักของเส้นใยเช้ือราเกือบทุกชนิด ไคตินเป็นชีวโพลีเมอร์ที่มีปริมาณมากท่ีสุดเป็นอันดับที่
สองรองจากเซลลูโลสโดยมีการประมาณปริมาณของไคตินที่มีการผลิตในโลกน้ีมากถึง 1010 ถึง 1011 ตันต่อปี 
[1] ดังน้ันจึงได้มีความสนใจในการศึกษาวิจัยเพ่ือนําไคตินไปใช้ให้เกิดประโยชน์ทั้งทางด้านการแพทย์ การ
เภสัชกรรม การโภชนาการ การเกษตรกรรม การบําบัดน้ําเสีย และอื่น ๆ  เน่ืองจากไคตินไม่สามารถย่อย
สลายได้ตามธรรมชาติ ดังน้ัน ไคตินจึงจัดเป็นกากของเสียปริมาณมากท่ีถูกปล่อยจากโรงงานอุตสาหกรรม
การผลิตและแปรรูปอาหาร เช่น อาหารทะเลแช่แข็ง อาหารทะเลอัดกระป๋อง เป็นต้น กากของเสียน้ีได้ส่งผล
ให้เกิดปัญหามลภาวะกับสิ่งแวดล้อมข้างเคียงเป็นอย่างมากในปัจจุบัน ดังน้ันจึงมีงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการ
พัฒนาการย่อยสลายไคตินพ่ือนําผลิตผลที่ได้ไปใช้ให้เกิดประโยชน์ เช่น เป็นแหล่งอาหารในภาคเกษตรกรรม
การเลี้ยงสัตว์ เช่น กุ้ง ปลา หมู ในขณะนี้การย่อยสลายไคตินโดยการใช้เอนไซม์เป็นที่ได้รับความสนใจ
เน่ืองจากข้อดีหลายประการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทางเคมี ทั้งในแง่ของการประหยัดค่าใช้จ่าย ปฏิกิริยา
เกิดขึ้นได้รวดเร็วและสมบูรณ์ และไม่ก่อให้เกิดสารพิษตกค้างหลังปฏิกิริยาการย่อยสลายในธรรมชาติ การ
ย่อยสลายไคตินอย่างสมบูรณ์ประกอบด้วยการทํางานของเอนไซม์สองชนิดด้วยขั้นตอนหลัก ๆ คือไคตินโพลี
เมอร์ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ไคติเนส (EC3.2.1.14) ให้เป็นนํ้าตาลสายสั้นๆ หรือไคตินโอลิโกเมอร์ให้ผลิตผล
สุดท้ายเป็นนํ้าตาลโมเลกุลคู่ ขั้นตอนต่อมาคือการย่อยนํ้าตาลโมเลกุลคู่ให้เป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวด้วย
เอนไซม์ไคโตไบเอส หรือ เอ็น-อะซิติล-บีต้า-ดี-กลูโคซะมิไนด์ เอ็น-อะซิติลกลูโคอะมิโนไฮโดรเลส 
(chitobiase/N-acetylglcosamino hydrolase)[2] รูปที่ 1.2 แสดงวิถีการสลายไคตินที่ต้องการเอนไซม์ไค
ติเนสและไคโตไบเอส [3] 
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รูปที่ 1.2 วิถีการสลายไคติน  
เอนไซม์ 1, endochitinase; 2, exochitinase;3, Chitobiase; 4, GlcNAc2 phosphorylase; 5, 
GlcNAc2 phosphotransferase system; 6, 6-phospho-D-glucosaminidase; 7, chitin 
deacetylase; 8,  chitosanase; and 9, GlcNase (แหล่งที่มา: Tanaka et al. J Bact. 2003, 
p5175-5181) 
 
เอนไซม์ไคโตไบเอส (EC 3.2.1.52) เป็นจัดเป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่พบมากทั้งในโปรคาริโอตและยูคาริ
โอต [4]  เอนไซม์น้ีทําหน้าที่สลายไคตินสายสั้น เช่นไคโตไบโอส (GlcNAc)2 จากปลายด้านนอนริดีวซ์ให้ได้
เป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวคือเอ็น-อะซิติลกลูโคซามีน (GlcNAc) [5] การจัดกลุ่มเอนไซม์ไกลโคซิลไฮโดรเลส
โดยการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของโครงสร้างสามมิติและลําดับของกรดอะมิโนตามหลักการของ 
Henrrisat และ Romeu [6] พบว่าเอนไซม์ไคโตไบเอสอยู่ในกลุ่มของไกลโคซิลไฮโดรเลสแฟมิลี 20 
โครงสร้างหน่วยเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ในกลุ่มน้ีจะมีลักษณะเป็น (α/β)8 TIM barrel และเร่งปฏิกริยาแบบ 
retaining mechanism เหมือนเอนไซม์ไคติเนสในแฟมิลี 18 [7]  รายงานคร้ังแรกเก่ียวกับการสกัดเอนไซม์
ไคโตไบโอสจากตับคน [8] การศึกษาคุณสมบัติทางเอนไซม์พบว่าเอนไซม์ดังกล่าวใช้ไคโตไบเอสเป็น
สับสเตรทแต่ไม่ย่อยสลายสับสเตรทสังเคราะห์ เช่น pNP-[GlcNAc]2 การศึกษาต่อมาพบว่าเอนไซม์น้ีมีส่วน
เก่ียวข้องกับเมทาบอลิซึมของ glucoaminoglycan ในผู้ป่วยที่เป็นโรค Tay-Sachs disease และ 
Sandhoff's disease [9] 
ส่วนการศึกษาในแบคทีเรียพบว่าเอนไซม์ไคโตไบเอสถูกผลิตขึ้นพ่ือการย่อยสลายไคตินสายสั้น ๆ ให้เป็น 
GlcNAc ที่จะถูกเมทาบอไลท์ต่อไปเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตเจนให้แก่เซลล์แบคทีเรีย  งานวิจัยของ Tew 
et al [10] ได้ทําการแยกยีนไคโตไบเอสหรือเอ็น-อะซิติลกลูโคซะมินิเดสจาก Serratia marcescens และ
ทําการโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนในระบบ E. coli ส่วนการศึกษาอ่ืน ๆ ได้แก่ไคโตไบเอสท่ี
สกัดจากเช้ือ Thermococcus kodakaraensis KOD1 [3] พบว่าเอนไซม์น้ีมีความสําคัญต่อวิถีเมทาบอลิ
ซึมของไคตินของเซลล์แบคทีเรียังแสดงในรูปที่ 2 
ในส่วนของแบคทีเรียในทะเลได้มีรายงานการโคลนยีนไคโตไบเอสจากเช้ือสองสายพันธ์ุคือ 
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Alteromonas sp. O-7 [11] และ V. harveyi [12] ข้อมูลจากการสกัดยีนและการวิเคราะห์หาลําดับนิ
วคลีโอไทด์ของยีน V. harveyi N-acetyl glucosaminidases ทําให้ทราบว่าเป็นเอนไซม์ในไซโตพลาสสึมที่
มีอย่างน้อยสามไอโซฟอร์ม และส่วนเอนไซม์ที่พบโดย Soto-Gil RW & Zyskind JW [12] เป็นไอโซฟอร์มที่
มีขนาด 98 กิโลดาลตัน ฝังอยู่ภายในเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียและมีคุณสมบัติเป็นไลโปโปรตีน 
ในปี 2006 กลุ่มวิจัยของ Aronson [13] จากมหาวิทยาลัยอะลาบามาได้ศึกษากลไกการจับของ 
เอนไซม์ไคโตไบเอสกับสับสเตรทโดยเทคนิคทาง quantitative HPLC พบว่าบริเวณเร่งของเอนไซม์ไคโตไบ
เอสของยูคาริโอต (ไก่และคน) ประกอบด้วยบริเวณจับย่อย ๆ 3 บริเวณคือ -2 -1 และ +1 โดยพันธะที่ถูก
ย่อย เช่ือมระหว่างนํ้าตาล -1 และ +1 
งานวิจัยที่เก่ียวข้องของผู้วิจัยที่ได้มีมาก่อนหน้าน้ีคือการคัดเลือกหาเอนไซม์ไคติเนสจากเช้ือ 
แบคทีเรียในทะเลและพบว่าเช้ือ V. harveyi (V. carchariae) สายพันธ์ุ 650 และเช้ือ V. alginolyticus 
สายพันธ์ุ 283 สามารถผลิตไคติเนสออกมาในปริมาณมากในสภาวะถูกกระตุ้นด้วยไคติน ที่ใส่ลงไปในอาหาร
เลี้ยงเช้ือทั้งแบบเหลวและแข็ง [14,15] การศึกษาคุณสมบัติการสลายสับสเตรทพบว่าเอนไซม์ที่สกัดจาก V. 
carchariae มีคุณสมบัติเป็นเอ็นโดไคติเนส (endochitinase) ที่อยู่ในแฟมิลี 18 ทําหน้าที่สลายไคตินโพลี
เมอร์ให้ได้ผลิตผลไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์สายสั้น ๆ และผลิตผลสุดท้ายที่ได้จากปฏิกิริยาย่อยสลายคือไค
โตไบโอส [16,17] ในการศึกษาคร้ังนี้คือการการสกัดยีนและการศึกษาการทํางานของเอนไซม์ไคโตไบเอส 
ถือเป็นงานวิจัยต่อยอดจากงานวิจัยไคติเนส โดยผลการวิจัยจะนําไปสู่แนวทางการพัฒนากระบวนการย่อย
สลายไคตินโดยปฏิกิริยาการสลายแบบสมบูรณ์ 
 
1.2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพ่ือทําการตรวจหายีนเอนไซม์ไคโตไบเอสในเช้ือ Vibrio carchariae 
2. เพ่ือทําการแยกและโคลนยีนไคโตไบเอสจากเช้ือ V. carchariae 
3. เพ่ือทําการแสดงออกของยีนไคโตไบเอสที่ได้ในระบบ E. coli 
4. เพ่ือทําการศึกษาคุณสมบัติทางเอนไซม์ของรีคอมบิแนนท์ไคโตไบเอส 
 
1.3. ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยน้ีมีขอบเขตเร่ิมที่การตรวจหายีนไคโตไบเอสในจีโนมของแบคทีเรีย V. carchariae ขั้นตอน
น้ีทําโดยอาศัยข้อมูลเกี่ยวกับตําแหน่งของยีนไคโตไบเอสที่ได้จาก genome project ของเช้ือ V. harveyi ที่
มีอยู่ในฐานข้อมูลของ NCBI หลังจากน้ันจะทําการสกัดยีนไคโตไบเอสโดยเทคนิคทาง PCR และทําการ
วิเคราะห์นิวคลีไทด์เพ่ือตรวจสอบความสมบูรณ์ของยีนที่ได้ การทดลองในขั้นตอนต่อมาคือการโคลนยีนเข้า
ไปในพลาสมิดในกลุ่ม pQE60 หรือ pET และการศึกษาการแสดงออกของยีนไคโตไบเอสในระบบ E. coli 
ต่อจากน้ันจะทําการผลิตรีคอมบิแนนท์ไคโตไบเอสและการทําบริสุทธ์ิโดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟีแบบจับ
จําเพาะ ขั้นตอนสุดท้ายคือการศึกษาคุณสมบัติในการใช้ไคตินสับสเตรทและการวิเคราะห์รูปแบบของการ
จับกับสับสเตรทของเอนไซม์โดยเทคนิคทาง thin layer chromatography และ quantitative HPLC 
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1.4. ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัยน้ีมี 4 ประการหลักคือ 
1. เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยเน่ืองจากงานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยที่ยังไม่มีผู้ใดดําเนินงานมาก่อน 
จึงคาดว่าผลสัมฤทธ์ิจากการวิจัยจะสามารถตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารนานาชาติที่มี 
impact factor มากกว่า 1.5 ได้อย่างน้อย 1 เรื่อง และการเผยแพร่ในรูปโปสเตอร์หรือ
การบรรยายในที่ประชุมระดับชาติอย่างน้อย 1 ครั้ง 
2. เป็นการสร้างนักวิจัยรุ่นเยาว์ผ่านหลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมีและสาขาวิชา 
เคมี ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีที่จะนํามาใช้ในงานวิจัยจัดเป็นความ
เช่ียวชาญเฉพาะทางระดับสูงที่มีการถ่ายทอดน้อยมากในสถาบันการศึกษาอ่ืน ๆ ใน
ประเทศไทย 
3. องค์ความรู้ที่ได้เป็นการค้นคว้าวิจัยเก่ียวกับแนวทางการพัฒนากระบวนการสลายไคตินโดย 
วิธีทางชีวภาพ ซึ่งจะมุ่งเป้าไปยังกระบวนการผลิตที่มีให้คุณค่าทางการค้าสูง 
 
หน่วยงานที่จะนําผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
1. หน่วยงานภาครัฐที่ทํางานเก่ียวข้องกับการเกษตร เช่น กรมพัฒนาส่งเสริมการเกษตร 
2. หน่วยงานภาคอุตสาหกรรมที่เก่ียวข้องกับการกําจัดมลภาวะที่เกิดขึ้นกับสิ่งแวดล้อม 
3. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเน่ืองจากงานวิจัยน้ีจะเป็นส่วนหน่ึงของการสอนการวิจัย 
และการผลิตบัณฑิตศึกษาในระดับปริญญาโทและเอกของสาขาชีวเคมี สํานักวิทยาศาสตร์
ของม. เทคโนโลยีสุรนารี 
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บทที่ 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 
 
2.1. การแยกยีนและการโคลนยีน 
- การสกัดจีโนมของ Vibrio harveyi 
เข่ียโคโลนีเด่ียวของเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi สายพันธ์ุ 650 ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง marine 
medium, pH 7.6 (ภาคผนวก ก) มาเลี้ยงในอาหารเหลวปริมาตร 10 ml โดยบ่มเช้ือที่
อุณหภูมิ 30oC ในตู้อบทําการเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง 
หลังจากน้ันถ่ายเช้ือท้ังหมดลงในอาหารเหลวชนิดเดียวกันปริมาตร 100 ml และทําการเลี้ยง
เช้ือต่อที่สภาวะเดิมจนเช้ือเจริญเติบโตถึง stationary phase ทําการป่ันเก็บเซลล์เพ่ือนํามา
สกัดจีโนม ดังขั้นตอนต่อไปนี้ 
1. ละลายเซลล์ด้วย 9.5 ml Tris-EDTA (TE) buffer ที่มี 10% (w/v) SDS และ 0.1 mg/ml 
proteinase K เป็นองค์ประกอบ เขย่าเบา ๆ แล้วบ่มที่ 37 oC เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
2. เติม 1.8 ml 5M NaCl เขย่าให้เข้ากัน 
3. เติม 1.5 ml สารละลาย cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)/NaCl เขย่าให้
เข้ากันแล้วบ่มที่ 60 oC เป็นเวลา 20 นาที 
4. เติม chloroform/isoamyl alcolhol (24:1 โดยปริมาตร) ในปริมาตรที่เท่ากับสาย
ละลายตัวอย่าง กลับหลอดทดลองไปมาเบา ๆ แล้วป่ันแยกช้ัน ดีเอ็นเอ ออกจากองค์ประกอบ
อ่ืน ๆ ของเซลล์ที่ความเร็ว 6,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 10 นาที 
5. ค่อย ๆ ดูดสารละลายช้ันบนที่มีจีโนมของแบคทีเรียอยู่ลงในหลอดทดลองใหม่ โดยใช้ 
micropipette ขนาด 1.0 ml ที่ตัดปลายออก 
6. เติม 0.6 volumes isopropranol ลงในสายละลายดีเอ็นเอ กลับหลอดทดลองไปมาเบา 
ๆ จะสังเกตเห็นตะกอนดีเอ็นเอ มีลักษณะเป็นสีขาวเป็นก้อนพันกันอยู่ 
7. ค่อย ๆ ใช้ Pasteur pipette ที่ปลายงอเป็นตะขอปิด เข่ียตะกอนดีเอ็นเอ ขึ้นมาใส่หลอด
ทดลองใหม่ที่มี 1 ml 70% (v/v) ethanol 
8. ป่ันแยกตะกอนดีเอ็นเอ ด้วยความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลาย
เอธานอล ออก ควํ่าหลอดทดลองพอให้ดีเอ็นเอ แห้งแบบหมาด ๆ แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอ 
ด้วย 4 ml buffer ทิ้งสารละลายดีเอ็นเอ ค้างคืนไว้ที่ 4oC 
9. วัดค่า A260/A280 เพ่ือหาความบริสุทธ์ิและหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่เตรียมได้ 
 
- การโคลนยีน 
ข้อมูลจากฐานข้อมูล CAZY database (http://www.cazy.org/) แสดงยีนที่สร้าง
เอนไซม์ไคโตไบเอสหรือเอ็น อะซิทิลกลูโคซามินิเดสในจีโนมของ V. harveyi สายพันธ์ุ  Vibrio 
harveyi ATCC BAA-1116 BB120 ที่มี open reading frame (ORF) จํานวน 3 frame คือ 
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VIBHAR_01265 VIBHAR_06345 และ VIBHAR_03430 จึงทําการออกแบบไพรเมอร์โดยใช้ 
ORF ทั้งสามเป็นต้นแบบเพ่ือทําการแยกยีน จากจีโนมของเช้ือเดียวกันแต่คนละสายพันธ์ุคือ V. 
harveyi สายพันธ์ุ 650 แล้วทําการเพ่ิมจํานวนยีนโดยเทคนิค PCR ผล PCR ให้ช้ินของ DNA เพียง
สองชนิดคือ ยีน VhNag1 และ VhNag2 ส่วนช้ินดีเอ็นเอสําหร้บ VIBHAR_03430 ไม่สามารถเพ่ิม
จํานวนยีนได้ ต่อมานําช้ิน PCR ของ VhNag1 และ VhNag3 ที่ได้นํามาโคลนเข้าใน pGEM-T 
cloning vector แล้วถ่ายโคลนที่ได้ไปยังพลาสมิด pQE60 แล้วทําการตรวจสอบลําดับของนิวคลี
โอไทด์ของยีนที่สกัดได้ด้วยการทํา automatic DNA sequencing โดยส่งตัวอย่างดีเอ็นเอไป
วิเคราะห์กับ BioService Unit (Bangkok) ลําดับของคู่ primer ที่ใช้มีดังน้ี  
  
VhNag1 gene 
Forward primer: 5'-AGGATCCGGGCAGGGTAAAATC-3' 
Reverse primer: 5'-AGGAGATCTATCGGTTAAAGTGTGAAG-3'  
 
VhNag2 gene 
Forward primer: 5'-AGGGATCCGAATACCGTGTTGATTTA-3' 
Reverse primer: 5'-AATAGATCTCTTCCACGGTTTACGGTA-3 
 
ส่วนที่ขีดเส้นใต้ของ forward primer แสดง BamHI site และของ reverse primer แสดง BglII 
site ตามลําดับ ช้ินดีเอ็นเอของ VhNag1 ที่ได้จากการทํา PCR มีขนาด 2.3 kb และของ VhNag2 
มีขนาด 1.9 kb หลังจากน้ันนํารีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั้งสองเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli สายพันธ์ุ 
DH5α และ E. coli M15 (pREP) เพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนต่อไป 
 
2.2. การศึกษาแสดงออกใน E. coli และการทําบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ 
หลังจากทําการตรวจสอบความถูกต้องของกรดอะมิโนที่เปลี่ยนด้วยการทํา automated DNA 
sequencing (Bio Service Unit, ประเทศไทย) และวิเคราะห์ข้อมูลของดีเอ็นเอด้วยโปรแกรมใน  
DNASTAR package (DNASTAR, Inc., Madison, USA) ทําการ express รีคอมบิแนนท์ไคติเนส เอ 
ด้ังเดิมและเอนไซม์กลายพันธ์ุในแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ M15 ด้วยการเลี้ยงเซลล์ที่มีรีคอมบิแนนท์พ
ลาสมิดในอาหารเหลว LB/100 μg/ml ampicillin ที่ 30oC จนได้ OD600 ประมาณ 0.6 ทําการ 
induce เซลล์ด้วย 0.5 mM isopropyl thio-beta-D-galactoside (IPTG) ที่ 20oC เป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง  หลังจากน้ันป่ันเก็บเซลล์ด้วยความเร็ว 4,500 g เป็นเวลา 30 นาที ที่ 4oC ทําการละลายเซลล์
ด้วย 40 ml ของ lysis buffer ที่ประกอบด้วย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 
mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) และ 1.0 mg/ml lysozyme ต่อจากน้ันทําการ
สลายเซลล์ด้วยเทคนิค ultrasonication แล้วป่ันแยกเอาเศษเซลล์ออกด้วยความเร็ว 12,000 g เป็น
เวลา 1 ช่ัวโมง นําส่วนใสที่ได้หลังการป่ันตกตะกอนด้วยวิธีโครมาโตรกราฟฟีแบบจับจําเพาะโดยใช้ Ni-
NTA agarose เป็นตัวจับ หลังจากล้างคอลัมน์ด้วย 5 mM imidazole ตามด้วย 10 mM imidazole  
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ทําการชะเอาโปรตีนที่จับอยู่กับ Ni2+ ด้วย 250 mM imidazole นํา fraction ที่ได้มาวิเคราะห์หา
ความบริสุทธ์ิด้วย 12% SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli [18] ทําการรวม fraction ที่มีแถบโปรตีน
ไคติเนสที่ตําแหน่ง 63 kDa เข้าด้วยกันแล้วนํามาผ่าน membrane filtration (Mr 10 000 cut-off, 
Vivascience AG, Hannover, Germany) เพ่ือกําจัด imidazole และทําให้โปรตีนเข้มข้นขึ้น  ทําการ
วัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี  Bradford’s  [19] แล้วนําโปรตีนมาศึกษาหน้าที่ โครงสร้าง หรือเก็บ
ที่ -30oC ใน 15% (w/v) กลีเซอรอล จนกว่าจะนํามาใช้งานต่อไป 
 
2.3. การวัดปริมาณเอนไซม์และการศึกษาความจําเพาะต่อสับเสตรท 
หาแอคติวิต้ีของเอนไซม์บีต้า-เอ็นอะซิลกลูโคซามินิเดสโดยใช้ pNP-GlcNAc เป็นสับสเตรท โดยทํา
ปฏิกิริยาใน 96-well microtiter plate ทําปฏิกิริยา 100-μl ที่ประกอบด้วย 10 μl เอนไซม์ 500 μM 
pNP-GlcNAc และ 100 mM phosphate buffer, pH 7.0 ที่ 37 oC เป็นเวลา 10 นาที หลังจากน้ัน
หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม   3.0 M Na2CO3 (100 μl) แล้ววัดหาปริมาณ p-nitrophenol (pNP) ที่ค่า
ดูดกลืนแสง A405  แล้วคํานวณความเข้มข้นของ pNP ด้วยกราฟมาตรฐานของ pNP ที่สร้างขึ้นที่ช่วง 0-
20 nmol   
ส่วนการหาแอคติวิต้ีของเอนไซม์โดยใช้ไคโตโอลิดกแซคคาร์ไรด์เป็นสับเสตรททําในปฏิกิริยา
ปริมาตร 100 μl ประกอบด้วย 250 μM สับเสตรท (GlcNAc2-6) ในสารละลายบัพเฟอร์ 0.1 M 
phosphate buffer, pH 7.0 ที่มีปริมาณเอนไซม์ 200 μg enzyme ทําการบ่มปฏิกิริยาที่ 37°C เป็น
เวลา 15 min แล้วทําการต้มปฎิกิริยาที่ 100°C เป็นเวลา 10 min ทําปฏิกิริยาทั้งหมดต่อด้วยวิธี 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) ตามวิธีของ Miller [20] ตรวจหาสีของน้ําตาลริดิวซ์ที่เกิดขึ้นด้วยการวัดที่
ค่า 540 nm และคํานวณหารปริมาณผลิตผลดังกล่าวจากกราฟมาตรฐาน ของ GlcNAc (0-500 nmol) 
สําหรับ colloidal chitin ทําปฏิกิริยาที่ปริมาตร 200 μl ที่มี 5% (w/v) colloidal chitin ใน
สารละลาย 0.1 M phosphate buffer, pH 7.0 และ 200 μg enzyme หลังจากทําการบ่มและหยุด
ปฏิกิริยาเหมือนของไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ แล้วป่ันตกตะกอนไคตินที่เหลือด้วยความเร็ว 12,000 xg 
เป็นเวลา 1 min นําส่วน supernatant ปริมาตร 100 μl มาวัดหาค่าสีดังกล่าวข้างต้น ค่า specific 
activity คํานวณจากปริมาตรสารผลิตผลที่ได้ 1 nmol pNP หรือ  reducing/min/mg enz 
 
2.4. การศึกษาผลของ pH  
ตรวจหาผลของ pH ของเอนไซม์ A VhNag1 และ VhNag2 โดยวิธี pNP assay ดังอธิบายในข้อ 
2.3 แต่บ่มปฏิกิริยาในสารละลาย pH ต่าง ๆ  ต้ังแต่ pH 2.5 ถึง 9.0 ด้วยสารละลายบัพเฟอร์ 
McIlvaine's sodium phosphate-citric acid - KCl buffer system [21]  
 
 
2.5. การศึกษาทางจลนพลศาสตร์ 
ทําการศึกษาค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์เอนไซม์บีต้า-เอ็นอะซิลกลูโคซามินิเดสโดยวิธี 
colorimetric assay เหมือนข้อ 2.3 แต่ใช้ปริมาณสับสับเสตรททชต้ังแต่ 0–500 μM pNP-GlcNAc ใน
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สารละลาย 0.1 M phosphate buffer, pH 7.0 ทําการคํานวณค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ เช่นค่า Km 
ค่า Vmax ค่า kcat จากการทดลองซ้ําสามคร้ัง โดยใช้ฟังก์ชัน nonlinear regression จากโปรแกรม 
GraphPad Prism ส่วนการหาค่าทางจลนพลศาสตร์ด้วยน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ และ 
colloidal chitin ใช้วิธี DNS assay โดยใช้นํ้าตาลไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ความเข้มข้น 0-500 μM  
ส่วน colloidal chitin ใช้ความเข้มข้น 0 to 5.0 % (w/v) ทําการวัดผลิตผลนํ้าตาลที่เกิดขึ้นจากกราฟ
มาตรฐานของนํ้าตาล GlcNAc ที่ช่วง 0-1.75 μmol และหาค่าทางจลนพลศาสตร์ต่าง ๆ จาก  ฟังก์ชัน 
non-linear regression  
 
2.6. การตรวจหาสารผลิตผลของการย่อยไคตินโดยวิธี Thin Layer Chromatography 
ทําการศึกษาปฏิกิริยาการสลายไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์และไคติน ของเอนไซม์บีต้า-เอ็นอะซิลกลูโค
ซามินิเดส ในปริมาตร 20 μl โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย 0.1 M phosphate buffer, pH 7.0 ที่มี 2.5 
mM สับสเตรท และ 5 μg เอนไซม์บริสุทธ์ิ ทําการบ่มปฏิกิริยาที่ 37 oC เป็นเวลา 0, 5, 10, 15, 30, 
180 นาที และ 18 ช่ัวโมง หลังจากน้ันหยุดปฏิกิริยาด้วยการต้มที่ 100 oC เป็นเวลา 5 นาที หลังจากน้ัน
ดูดสารละลายปริมาตร 5 μl นําไปวิเคราะห์หาผลิตผลที่เกิดขึ้นด้วยวิธี thin layer chromatography 
หรือ TLC โดยใช้แผ่น silica TLC plate ขนาด 7.0 ซม × 10.0 ซม เป็น stationary phase และมี 
mobile phase ที่ประกอบด้วย n-butanol:methanol: 30% ammonia solution:H2O (10:8:4:2) 
(v/v) หลังจากน้ันสเปรย์แผ่น TLC ด้วยสารละลาย aniline–diphenylamine reagent แล้วอบที่ 120 
°C เป็นเวลา 5–10 นาที 
 
2.7. การตรวจหาสารผลิตผลของการย่อยไคตินโดยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography 
 
ทําการบ่มปฏิกิริยาในปริมาตร 100  μl ที่ประกอบด้วย 1.25 mM chitin oligosaccharide 
(GlcNAc2–6) ที่มี 38 μM VhNag2 และ 0.2 M sodium phosphate buffer, pH 7.0 ที่ 30°C ที่เวลา
ต่าง ๆ กันคือ  5, 10, 15, 30, 60, 120 และ 180 min ทําการหยุดปฏิกิริยาด้วย 12 μl 0.1M NaOH 
แล้วนําปฏิกิริยาปริมาตร 12 μl ถ่ายลงในหลอดขนาด 200 μl นําไปแช่ลงใน liquid N2 ทันที แล้วเก็บ
ปฏิกิริยาไว้ที่ -20°C ทําการหาปริมาณสารนํ้าตาลผลิตผลที่ได้โดยการฉีดปฏิกิริยาปริมาตร 15 μl เข้าไป
คอลัมน์ TSK-GEL G2000PW (7.5 x 600 mm, Tosoh) ที่ต่อกับระบบ Hitachi L-7000 HPLC 
system (Hitachi Koki Co., Ltd, Tokyo) เพ่ือทําการแยกสารตามหลักการ gel filtration 
chromatography โดยใช้ distilled water เป็นตัวชะ ใช้ flow rate เท่ากับ 0.3 ml/min แล้ววัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ 220 nm ทําการหา peak areas ของน้ําตาลผลิตผลเทียบกับของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซค
คาร์ไรด์มาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและข้อวิจารณ์ 
3.1. การแยกและวิเคราะห์ยีน   
จากการวิเคราะห์ข้อมูลจีโนมของ V. harveyi สายพันธ์ุ ATCC BAA-1116 BB120 พบว่ามียีนที่ผลิต
เอนไซม์ไคโตไบเอสหรือเอ็น อะซิทิลกลูโคซามินิเดส ที่ประกอบด้วย 3 ORF ด้วยกันคือ   VIBHAR_03430 
(Swiss-Prot: A7MYY8) VIBHAR_06345 (Swiss-Prot: A7N8P3) และ VIBHAR_01265 (Swiss-Prot: 
A7N1G4) ผู้วิจัยจึงได้ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์โดยใช้ ORF ทั้งสามเป็นต้นแบบเพ่ือทําการสกัด
แยกยีนจากเช้ือ V. harveyi สายพันธ์ุที่ศึกษาคือสายพันธ์ุ 650 โดยวิธีการเพ่ิมจํานวนยีนทาง PCR ผลการ
ทดลองให้ช้ิน PCR ที่ได้จากไพรเมอร์ที่ใช้ VIBHAR_03430 และ VIBHAR_01265 เป็นต้นแบบ จึงให้ช่ือว่า 
VhNag1 และ VhNag2 ส่วนช้ินที่ใช้ไพรเมอร์ของ VIBHAR_06345 ไม่สามารถเพ่ิมจํานวนยีนได้สําเร็จ เมื่อ
ทําการโคลนยีน VhNag1 และ VhNag2) เข้าสู่ pQE60 expression vector ได้โคลนท่ีเรียกว่า 
pQE60/VhNag1 และโคลน pQE60/VhNag2 การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์ของโคลน VhNag1 
พบว่าประกอบด้วย 2,343 bp ที่สังเคราะห์สายโพลีเพปไทด์ที่มีจํานวนกรดอะมิโนเป็น 778 ตัว ดังแสดงใน
รูปที่ 3.1. มีน้ําหนักโมเลกุลคํานวณเป็น 88,849 Da และมีค่า pI เท่ากับ 4.9  
 Translated VhNag1 
MGQGKITLDK SFSIYIKGYD SPRVQFNAKR TMDRLYRQTG LPMLNWHAES EKDATLVIDI RNAPKSEVQD 
IHSEKSYQLE SRNGQIIIRS ERPYGAFHGL ETFLQLVTTD VTGYFVPAVL IQDEPRFPWR GVSYDTSRHF 
IELDVILRQL DAMASAKMNV FHWHIWDDQA IRIQLDNYQK LWQDTADGDY YTKDEIRHVV NYARNLGIRV 
IPEISLPGHA SAVAHAYPEL MSGMGEQSYP HQRVWGVFEP LMDPTNPELY KMLASVFDEV VELFPDEYFH 
IGGDEPNYQQ WKDNPKIQQF IKDNNLDGER GLQSYLNTKV EQMLEQRDKK MTGWDEIWHK DLPTSIVIQS 
WQGHDSIGRA AKEGYQGILS TGYYLDQPQP TSYHYRNDPM PKGITIDDQL HQGEKFATYD WVKPRNKGGP 
RTGNLTIIEA TDGSYRAFTD YNGKSREEVF IIEYVPGVKF KGHFDNFMSY TEFNYDFADG KLKDTSYQLI 
GNVRWPATGE LVASSDMAGG VIPEPKGGYP AELTEKEQLL ILGGEITIWG ENLDSMTIEQ RLWPRSYAIA 
ERLWSSQELT DERSMYKRMT VMDTWSEISL GLRHYADSNM MLKRLANGAD ETPLLTLAKY IEPAQYYSRH 
WEKWISTPNE GDLYNQYERL NRFADALPVE SLAVYEMKDL VAAYAQGDKA ALDALAMHYQ SVKLAAQQAK 
PIFAANVASV ETVPVADAAI KVADLGLTWI ELAKQGSDIS QSDAEAYQRI INENAIIFDE TIVAILVPTE 
QLLHTLTD 
 
รูปที่ 3.1. ลําดับกรดอะมิโนของ VhNag1 ของ V. harveyi สายพันธ์ุ 650 
การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์ของโคลน VhNag2 พบว่าประกอบด้วย 1,926 bp ที่สังเคราะห์สาย
โพลีเพปไทด์ที่มีจํานวนกรดอะมิโนเป็น 639 ตัว ดังแสดงในรูปที่ 3.2. มีนํ้าหนักโมเลกุลคํานวณเป็น 73,143 
Da และมีค่า pI เท่ากับ 5.4  
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 Translated VhNag2 
MEYRVDLVVL SEQKQNCRFG LTFHNLSDQD LNSWSLTFAF DRYILPDSVS NGHLTQVGSF CTLKPEGMAL 
AANHHYYCEF SIGSNPFRYY SDGFNEAMID FVVDGTPQRA QVDVTPIVLA SPYRERSEIP ASLTHAQPLL 
PKPNHIEVSD QSFTFDEQAG VAIYTDLATS AKSWLQDELK RIYQFELPSS NSGKILFKSN PTLDEGTYKL 
KVSEESIKIE AGSSSGFTHA CATLLQLLKR DETTNTMDVV CCSIKDSPRF RYRGMMLDCA RHFYSVEQVK 
RLINLLAHYK FNTFHWHLTD DEGWRIEIKS LPQLTDIGAW RGIDDTIEPQ YTHLSQRYGG FYTQEEIKDV 
IEFAAQRGIT IIPEIDVPGH CRAAIKSLPH LLVEAEDTTE YRSIQHYNDN VINPALPGSY EFIDKVLEEI 
AALFPAPYVH IGADEVPNGV WSKSPACQAF MEQLGYTDYK ELQGHFLRHA EDKLRKLGKR MLGWEEAQHG 
NKVSKDTVIY SWLSEEAALN CARQGFDVVL QPAQTTYLDM TQDYAPEEPG VDWANPLPLE KAYNYEPLAE 
VPADDPIRKR IWGIQTALWC EIINNPSRMD YMIFPRLTAM AEACWTEKQH RDWTDYLSRL KGHLPLLDLQ 
GVNYRKPWK 
รูปที่ 3.2. ลําดับกรดอะมิโนของ VhNag2 ของ V. harveyi สายพันธ์ุ 650 
 
ลําดับของนิวคลีโอไทด์ที่ได้ submit ลงในฐานข้อมูล GenBank/EMBL/DDBJ database มี 
accession number เป็น HM175715 สําหรับ VhNag1 และ HM175716 สําหรับ VhNag2 ผลการทํา 
BLAST search พบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์ของ VhNag1 และ VhNag2 มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด์
ของ  hypothetical proteins ที่อาจมีคุณสมบัติเป็น GlcNAcase จากเช้ือ Vibrio species อ่ืน ๆ  
การวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม SignalP ไม่พบว่ามีสาย putative signal peptide 
ของโพลีเพปไทด์ทั้ง VhNag1 และ VhNag2 ทําให้ได้ข้อสรุปว่าเอนไซม์ทั้งสองมีคุณสมบัติเป็น   non-
secretory protein หรือเอนไซม์ที่ทํางานภายในไซโตพลาสซึม   
การเปรียบเทียบข้อมูลลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ VhNag1 และ VhNag2 พบเอนไซม์ทั้งสองจัดอยู่ใน
ไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 20 โดยมีเปอร์เซนต์ความเหมือนมากที่สุดกับ α-chain ของเอนไซม์ human 
GlcNAcase (HuHexA, 30% identitiy) [22] ตามด้วย Serratia marcescens chitobiase (SmChb, 
24%) [23] รูปที่ 3.3. แสดงการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ VhNag1 และ VhNag2 กับเอนไซม์ 
GlcNAcases 3 ชนิดคือ VhChb [12] ซึ่งเป็น GlcNAcase ที่รายงานจากเช้ือ V. harveyi เช่นเดียวกัน และ 
HuHexA กับ SmChb 
เมื่อเทียบกรดอะมิโนที่สําคัญ ๆ ที่ conserve กับเอนไซม์ SmChb ที่มีการรายงานโครงสร้างสาม
มิติแล้ว พบ acidic pairs คือ Asp287-Glu288 (VhNag1) หรือ Asp437-Glu438 (VhNag2) (รูปที่ 3.3. 
แสดงดอกจันสีแดง) ซึ่งตรงกับคู่กรดอะมิโน Asp539-Glu540 ของ SmChb ที่ทําหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยา   
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รูปที่ 3.3. การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ VhNag1 และ VhNag2 กับเอนไซม์ GlcNAcases แฟมิลี 
GH-20 
ส่วนกรดอะมิโนอ่ืน ๆ ที่สําคัญต่อการจับกับสับสเตรทได้แก่ Asp346, Arg349, Asp378, Asp379, 
Trp616, Trp685 และ Trp737 (รูปที่ 3.3. แสดงจุดสีนํ้าเงิน) กรดอะมิโนเหล่าน้ีมีลักษณะ completely 
conserve ในเอนไซม์กลุ่ม GlcNAcases แฟมิลี GH-20 
 
3.2. การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนและการตรวจด้วยวิธีทางแมสสเปกโตรเมทรี  
เมื่อทําการทดสอบการแสดงออกของ full-length VhNag1 และ full-length VhNag2 ในยีนที่
โคลนเข้าสู่ pQE60 expression vector พบว่าแบคทีเรียเจ้าบ้าน E. coli สายพันธ์ุ M15 สามารถผลิต
โปรตีนออกมาในรูปที่มี (His)6 ติดอยู่ที่ปลายด้านคาร์บอกซี หลังจากทําบริสุทธ์ิโปรตีนโดยวิธี Ni-NTA 
agarose affinity chromatography  ตรวจหาปริมาณโปรตีนได้เท่ากับ 5 - 10 mg/ml ของเอนไซม์
บริสุทธ์ิต่อปริมาตรของแบคทีเรียที่เลี้ยง 1 ลิตร รูปที่ 3.4. แสดงผลการวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ 
VhNag1 และ VhNag2 ด้วย SDS-PAGE จากเจลพบการเคลื่อนที่ของ VhNag1 ตํ่ากว่า 96 kDa และของ 
VhNag2 อยู่สูงกว่า 66 kDa เล็กน้อยเมื่อเทียบกับการเคลื่อนของโปรตีนมาตรฐานที่รู้นํ้าหนักโมเลกุลแล้ว 
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รูปที่ 3.4. SDS-PAGE ของเอนไซม์บริสุทธ์ิ VhNag1 และ VhNag2 
 การทดลองต่อมาคือการตรวจสอบว่าเอนไซม์ทั้งสองเป็น GlcNAcases โดยการเตรียม tryptic 
peptides แล้วแยกวิเคราะห์มวลของเพปไทด์ด้วยวิธี HPLC-MS การทํา peptide mass fingerprint ตรวจ
พบว่าเพปไทด์ 9 ช้ิน และเพปไทด์ 13 ช้ิน ของ VhNag1 ที่เหมือนกับเพปไทด์ของ GlcNAcase ของเช้ือ V. 
angustum และ Photobacterium sp. ตามลําดับ ส่วนเพปไทด์ 20 and 21 ช้ินของ VhNag2 เหมือนกับ
เพปไทด์ของ GlcNAcases ของเช้ือ V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus ดังแสดงในตารางที่ 
3.1.   ผลการวิเคราะห์มวลของเพบไทด์ที่ได้ให้ข้อสรุปว่า รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ VhNag1 และ VhNag2 ที่
แสดงออกใน E. coli เป็นเอนไซม์เอ็น อะซิทิลกลูโคซามินิเดส 
ตารางที่ 3.1. แสดงมวลของเพปไทด์ VhNag1 และ VhNag2 ที่วิเคราะห์ด้วยการทํา mass finger 
printing 
Observed 
monoisotopi
c mass (MH+) 
 
Charge 
(Z) 
 
Peptide sequence 
 
Protein ID 
 
Identified protein จากฐานขอมูล 
UniProtKB/TrEMBL 
VhNag1 
    
442.7084 
1055.0401 
2 
2 
R.GVSYDTSR.H 
K.DLPTSIVIQSWQGHDSIGR.A 
gi| 
84386131 
N-acetyl--hexosaminidase 
[Vibrio splendidus 12B01] 
429.2415 
442.7084 
458.2134 
512.2765 
579.7795 
627.8628 
434.8691 
841.9339 
946.1122 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
2 
3 
K.SFSIYIK.G 
R.GVSYDTSR.H 
R.AFTDYNGK.S 
R.GLQSYLNTK.V 
R.AFTDYNGKSR.E 
R.HFIELDVILR.Q 
K.MTGWDEIWHK.D 
K.SIVIQSWQGHDSIGR.A 
K.EGYQGILSTGYYLDQPQPTSYHYR.N 
gi| 
90578682 
N-acetyl--hexosaminidase 
[Vibrio angustum S14] 
353.6976 
388.7367 
388.7367 
429.2415 
431.7478 
442.7084 
458.2134 
512.2765 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
R.VQFNAK.R 
K.IQQFIK.D 
R.SYAVAER.L 
K.SFSIYIK.G 
R.VQFNAKR.T 
R.GVSYDTSR.H 
R.AFTDYNGK.S 
R.GLQSYLNTK.V 
gi| 
89074271 
N-acetyl--hexosaminidase [Photobacterium 
sp. SKA34] 
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383.8657 
579.7795 
627.8628 
434.8691 
841.9339 
3 
2 
2 
3 
2 
R.HHADANIMLK.R 
R.AFTDYNGKSR.E 
R.HFIELDVILR.Q 
K.MTGWDEIWHK.D 
K.SIVIQSWQGHDSIGR.A 
VhNag2      
434.7350 
477.2030 
500.2713 
528.2427 
555.7875 
565.3261 
582.7828 
422.8950 
432.8909 
492.9035 
797.9385 
814.9538 
563.2973 
612.6872 
638.6863 
966.9709 
1031.0179 
1049.4992 
1102.5731 
804.7335 
1317.6454 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
2 
2 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
2 
3 
2 
R.HAEDKLR.K 
R.GMMLDCAR.H 
K.ELQGHFLR.H 
R.DWTDYLSR.L 
R.HFHSVEQVK.R 
R.VDLVVLSEQK.Q 
K.GNPTLDEGAYK.L 
R.HFHSVEQVKR.L 
R.DWTDYLSRLK.G 
K.QHRDWTDYLSR.L 
K.GHLPLLDLQGVNYR.N 
R.AQVDVTPIVLASPYR.E 
R.VDLVVLSEQKQNCR.F 
R.LKGHLPLLDLQGVNYR.N 
R.AQVDVTPIVLASPYRER.S 
K.AYNYEPLAEVPADDPIR.K 
K.AYNYEPLAEVPADDPIRK.R 
K.DTVIYSWLSEEAALNCAR.Q 
K.IEAGSSSGFTHACATLLQLIK.V 
K.VSKDTVIYSWLSEEAALNCAR.Q 
R.SIQHYNDNVINPALPGSYEFIDK.V 
gi| 
799237 
-N-hexosaminidase [Vibrio 
parahaemolyticus] 
477.2030 
528.2427 
536.7506 
565.3261 
582.7828 
432.8909 
492.9035 
797.9385 
540.6236 
814.9538 
838.9433 
563.2973 
612.6872 
638.6863 
966.9709 
1031.0179 
1049.4992 
1102.5731 
804.7335 
1317.6454 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
2 
3 
2 
2 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
2 
3 
2 
R.GMMLDCAR.H 
R.DWTDYLSR.L 
R.MDYMIFPR.L 
R.VDLVVLSEQK.Q 
K.GNPTLDEGAYK.L 
R.DWTDYLSRLK.G 
K.QHRDWTDYLSR.L 
K.GHLPLLDLQGVNYR.K 
R.GITIIPEIDVPGHCR.A 
R.AQVDVTPIVLASPYR.E 
R.GITIIPEIDVPGHCR.A 
R.VDLVVLSEQKQNCR.F 
R.LKGHLPLLDLQGVNYR.K 
R.AQVDVTPIVLASPYRER.S 
K.AYNYEPLAEVPADDPIR.K 
K.AYNYEPLAEVPADDPIRK.R 
K.DTVIYSWLSEEAALNCAR.Q 
K.IEAGSSSGFTHACATLLQLIK.V 
K.VSKDTVIYSWLSEEAALNCAR.Q 
R.SIQHYNDNVINPALPGSYEFIDK.V 
gi| 
91228309 
-N-hexosaminidase [Vibrio alginolyticus 
12G01] 
477.2030 
685.8747 
704.6731 
2 
2 
3 
R.GMMLDCAR.H 
K.SLPQLTEIGAWR.G 
K.ETIIYSWLSEEAAVNCAR.Q 
gi| 
84393823 
N-acetyl--hexosaminidase [Vibrio 
splendidus 12B01] 
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3.3. การศึกษาทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 
เมื่อทําการทดสอบการทํางานของเอนไซม์ที่ผลิตได้โดยใช้ pNP-GlcNAc เป็นสับสเตรทพบว่า 
VhNag2 มีแอคติวิต้ีของการย่อยสับสเตรทดังกล่าวสูงกว่าเอนไซม์ VhNag1 ซึ่งเหตุผลอาจเป็นเพราะ
เอนไซม์ VhNag1 อาจถูกผลิตออกมาในรูป pro-enzyme ที่ยังไม่ได้ผ่านกระบวนการ proteolytic 
processing เพ่ือให้ได้รูปเอนไซม์ที่ทํางานได้สมบูรณ์ รูปที่ 3.5. แสดงปฏิกิริยาการสลายสับสเตรท pNP-
GlcNAc ของ VhNag1 และ VhNag2 ที่เวลาต่าง ๆ  พบว่าแอคติวิต้ีของเอนไซม์ทั้งสองมีช่วง linear อยู่
ภายในเวลา 15 นาที หลังจากน้ันแอคติวิต้ีเริ่มช้าลงที่เวลาผ่านไป ในการวัดค่าอัตราเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยา
ทั้งสองผู้วิจัยได้เลือกเวลาในการทําปฏิกิริยาอยู่ที่ 10 นาที เพ่ือทําการศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตร์
ของเอนไซม์ 
 
รูปที่ 3.5. แสดง reaction progress curve ของเอนไซม์ VhNag1 และ VhNag2 
 ต่อมาทําการศึกษาผลของ pH ต่อแอคติวิต้ีของการสลาย pNP-GlcNAc ของเอนไซม์ VhNag1 และ 
VhNag2 รูปที่ 3.6. แสดง pH curve ของเอนไซม์ทั้งสองมีลักษณะเป็นรูประฆังควํ่าคล้ายกับ pH curve 
ของเอนไซม์ไกลโคซิเดสอ่ืน ๆ โดยที่แอคติวิต้ีของเอนไซม์ VhNag1 จะตํ่ากว่าของ VhNag2 ในทุกค่า pH ที่
ทดสอบ จากรูป สามารถประมาณค่า optimum pH ของ VhNag1 อยู่ที่ช่วงกว้าง ประมาณ pH 6.5-7.5 
ส่วนของ VhNag2 อยู่ที่ pH 7.0 
 
รูปที่ 3.6. ผลของ pH ต่อการทํางานของเอนไซม์ VhNag1 และ VhNag2 
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เมื่อทําการวัดหาค่า specific hydrolytic activity ของเอนไซม์ทั้งสองเปรียบกันกับสับสเตรทหลาย ๆ ชนิด 
พบว่าค่า specefic activity ต่อสับสเตรท pNP-GlcNAc มีค่าสูงที่สุดดังแสดงในรูปที่ 3.7.  
 
รูปที่ 3.7. การตรวจหาค่า specific activity ต่อสับสเตรทชนิดต่าง ๆ  
จากรูปที่ 3.7. จะเห็นว่าเอนไซม์ VhNag2 สามารถสลายสับเสตรท pNP-glycosides ได้ทุกตัว แต่
ให้ค่าการแอคติวิต้ีต่อ pNP-GlcNAc2 และ pNP-Glucose ตํ่ากว่า pNP-GlcNAc อยู่ประมาณ 300 เท่า 
และ 700 เท่าตามลําดับ ส่วนเอนไซม์ VhNag1 ย่อยสลายสับสเตรทกลุ่ม pNP-glycoside ได้ตัวเดียวคือ 
pNP-GlcNAc แต่แอคติวิต้ีตํ่ากว่าของ VhNag2 อยู่ประมาณ 4 เท่า เมื่อใช้ไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์และไคติน
เป็นสับสเตรท พบว่าเอนไซม์ทั้งสองย่อยสับสเตรททั้งหมดได้ แต่ให้ค่าแอคติวิต้ีต่อ chitotetraose สูงที่สุด 
ตามด้วย chitotriose และเอนไซม์ย่อย chitobiose chitopentaose และ chitohexaose ได้ปานกลาง 
ส่วนแอคติวิต้ีต่อไคตินมีค่าตํ่าที่สุด 
เน่ืองจากเอนไซม์ VhNag1 ไม่เสถียรและสูญเลียแอคติวิต้ีอย่างรวดเร็วหลังการทําบริสุทธ์ิ ผู้วิจัยจึง
เลือกทําการศึกษาทางจลนพลศาตร์ของเอนไซม์ VhNag2 เพียงตัวเดียว ค่าทางจลนพลศาสตร์ที่ได้แสดงใน
ตารางที่ 3.2. พบว่า VhNag2 ในค่า Km ตํ่าที่สุดและค่า kcat สูงสุดกับสับสเตรท pNP-GlcNAc โดยค่า
คํานวณ kcat/Km มีค่าเท่ากับ 4,935 M-1s-1 เมื่อเทียบกับสับสเตรทกลุ่มไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ด้วยกันพบว่า 
VhNag2 แสดงค่า kcat/Km สูงสุดต่อ chitotetraose เท่ากับ 304 M-1s-1  ตามด้วยค่าของ GlcNAc3 เท่ากับ 
228 M-1s-1 ส่วนสับสเตรท GlcNAc5 ให้ค่า 181 M-1s-1 สับสเตรท GlcNAc6 ให้ค่า 166 M-1s-1 และ  
GlcNAc2 ให้ค่า 56 M-1s-1 และค่า kcat/Km ของ VhNag2 สับสเตรท pNP-GlcNAc สูงกว่าของ GlcNAc2 
เป็น 88 เท่า ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าพันธะไกลโคซิดิกของ pNP-GlcNAc ถูกสลายโดยเอนไซม์ได้ง่ายกว่า
พันธะไกลโคซิดิกของ GlcNAc-GlcNAc เน่ืองจากในพันธะของ pNP-GlcNAc มี electron-withdrawing 
capacity ของหน่วย pNP สูงกว่าทําให้พันธะแตกง่ายกว่า ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการทดลอง
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ของ Keyhani & Roseman [24] ที่แสดงให้เห็นว่า Vibrio furnssii β-GlcNAcidase (exoI) สลาย 
pNP-GlcNAc ได้ดีกว่า GlcNAc2 ถึง 5 เท่า  
 
ตารางที่ 3.2. แสดงค่าจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ VhNag2 
Substrate 
Km 
(M) 
kcat 
(s-1) 
 
kcat/Km 
(M-1 s-1)  
 
pNP-GlcNAc (VhNag1) 172 ± 48a 0.08                    465 
pNP-GlcNAc(VhNag2)  77 ± 17 0.38  4,935  
GlcNAc2 179 ± 52 0.01      56 
GlcNAc3  441 ± 98 0.10    228  
GlcNAc4 329 ± 93 0.10    304 
GlcNAc5 496 ± 78 0.09    181  
GlcNAc6  421 ± 76 0.07    166 
 a ผลการทดลองที่แสดงเป็นค่า means ± SD (n =3 experiments for each substrate) 
 
3.4. การศึกษาผลิตผลของการย่อยไคตินด้วยเทคนิค TLC และ HPLC  
เมื่อทําการศึกษารูปแบบการสลายนํ้าตาลไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ด้วยเอนไซม์ VhNag2 โดยวิธี TLC ดัง
แสดงในรูปที่ 3.8. พบว่าผลิตผลหลักของการสลายนํ้าตาลที่ทดสอบทั้งหมดคือ GlcNAc โดยเฉพาะอย่างย่ิง 
GlcNAc3 และ GlcNAc4 จะถูกสลายหมดภายในเวลา 10 นาที (รูป 3.8B และ 3.8C) ขณะที่นํ้าตาล 
GlcNAc5 ถูกสลายได้ในเวลา 1 ช่ัวโมง (รูปที่ 3.8D) เอนไซม์ VhNag2 สามารถสลาย GlcNAc2 (รูปที่ 3.8A) 
และ GlcNAc6 (รูปที่ 3.8E) แต่ด้วยอัตราเร็วที่ตํ่ากว่าคือภายในเวลา 2 ช่ัวโมง 
 
รูปที่ 3.8. การตรวจหาชนิดของการย่อยสับสเตรทของเอนไซม์ VhNag2 ด้วยเทคนิค TLC  
A) chitobiose; B) chitotriose; C) chitotetraose; D) chitopentaose; E) chitohexaose  
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การตรวจหาผลิตผลของการสลายไคตินโอลิ โกแซคคาร์ไรด์ของเอนไซม์ VhNag2 ด้วยวิธี 
quantitative HPLC ดังแสดงในรูปที่ 3.9 พบว่าเอนไซม์สามารถย่อย GlcNAc2 ให้ผลิตผลเป็น GlcNAc 
อย่างรวดเร็วในเวลาของการทําปฏิกิริยาที่เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 3.9A) ส่วนรูปที่ 3.9B และ C แสดงการย่อย
สับสเตรท GlcNAc3 และ GlcNAc4 ซึ่งเกิดขึ้นรวดเร็วกว่าการสลาย GlcNAc2 และส่วนการสลาย GlcNAc5 
และ GlcNAc6 จะช้ากว่าการสลาย GlcNAc4 มาก (รูปที่ 3.9D และ E)  
 
รูปที่ 3.9. การตรวจหาชนิดของการย่อยสับสเตรทของเอนไซม์ VhNag2 ด้วยเทคนิค HPLC 
A) chitobiose; B) chitotriose; C) chitotetraose; D) chitopentaose; E) chitohexaose; F) กราฟ
แสดงอัตราการลดลงของสับสเตรท 
ผลการทดลองที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย HPLC มีความสอดคล้องกับผลของ TLC ที่แสดงในรูปที่ 
3.8 และผลิตผลหลัก GlcNAc ที่ได้เกิดขจากปฏิกิริยาการสลายแบบ  exolysis คือสับเสตรท GlcNAcn ถูก
ย่อยเป็น GlcNAcn-1 + GlcNAc และได้นํ้าตาล intermediate คือ GlcNAcn-1 และ GlcNAcn-2, ซึ่งถ้าให้
เวลาในการทําปฏิกิริยานานพอสาร intermediate ก็จะถูกย่อยเป็น GlcNAc ส่วนรูปที 3.9F แสดงกราฟ
อัตราการสลายตามลําดับดังน้ี GlcNAc4  GlcNAc3 > GlcNAc5 > GlcNAc6 > GlcNAc2 
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บทที่ 4 
บทสรุป 
4.1. สรุปผลการทดลอง 
การศึกษานี้ผู้วิจัยใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูล genome database ของแบคทีเรีย Vibrio harveyi สายพันธ์ุ
BAA-1116 BB120 ช่วยในการออกแบบไพร์เมอร์เพ่ือทําการแยก ของยีนที่สร้างเอนไซม์เอ็น อะซิทิลกลูโค
ซามินิเดสสองชนิดคือ VhNag1 และ VhNag2 จากแบคทีเรียในทะเล Vibrio harveyi สายพันธ์ุ 650 ได้
สําเร็จต่อมาได้ทําการเพ่ิมจํานวนช้ินดีเอ็นเอของยีนทั้สอง โดยเทคนิค PCR และทําการโคลนยีนเข้าสู่ 
pQE60 expression vector เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ในระบบ E. coli สายพันธ์ุ M15 (pREP) การ
วิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนพบว่าเอนไซม์ VhNag1 และ VhNag2 ถูกสร้างในไซโตพลาสสึม โดยที่สายโพลิ
เพปไทด์ของเอนไซม์ VhNag1 มีจํานวนกรดอะมิโนเป็น 778 ตัว มีนํ้าหนักโมเลกุลคํานวณเป็น 88,849 Da 
และมีค่า pI เท่ากับ 4.9 ส่วนเอนไซม์ VhNag1 มีจํานวนกรดอะมิโนเป็น 639 ตัว มีนํ้าหนักโมเลกุลคํานวณ
เป็น 73,143 Da และมีค่า pI เท่ากับ 5.4 การทดสอบความสามารถในการสลายไคตินพบว่ VhNag1 มี
ความไวในการสลายสับสเตรททุกตัวเมื่อเทียบกับ VhNag2 ค่า optimum pH ของ VhNag1 มีค่าเท่ากับ 
6.5-7.5 ส่วนของ VhNag2 มีค่าเท่ากับ 7.0 เอนไซม์ทั้งสองจัดเป็น exolytic enzyme ที่สลายไคตินให้
ผลผลิตสุดท้ายคือ GlcNAc การศึกษาทางจลนพลศาสตร์พบว่าสับสับสเตรที่ถูกย่อยสลายได้ดีที่สุดคือ pNP-
GlcNAc ขณะนี้ผล TLC และ ผล HPLC แสดงให้เห็นว่า chitotetrase เป็นสับเสตรท่ีดีที่สุดในกลุ่มไคโตโอลิ
โกแซคคาร์ไรด์ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลาย 
 
1.1. LB Medium (Luria-Bacterial Medium) 
Per litre: 
   To 950 ml of deionised H2O add: 
   bacto-tryptone 10 g 
   bacto-yeast extract  5  g  
   NaCl     10 g 
Shake until the solutes have dissolved. Adjust the pH to 7.0 with 5 N NaOH (0.2 
ml). Adjust the volume of the solution to 1 litre with deionised H2O. Sterilise by 
autoclaving for 20 min at 15lb/sq. in. on liquid cycle. 
 
1.2. SDS-PAGE 
- Solutions for preparing 12% resolving SDS-polyacrylamide gel 
Solution component 
Component volume (ml) 
5 ml 10 ml 20 ml 
H2O 1.6 3.3 6.6 
30% (w/v) acrylamide mix 2.0 4.0 8.0 
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.25 2.5 5.0 
10% SDS 0.05 0.1 0.2 
10% ammonium persulfate 
(freshly prepared) 
0.05 0.1 0.2 
TEMED 2 μl 4 μl 6 μl 
 
- Solutions for preparing 5% stacking SDS-polyacrylamide gel 
Solution component 
Component volume 
(ml) 
2 ml 5 ml 
H2O 1.4 3.4 
30% (w/v) acrylamide mix 0.33 0.83 
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.25 0.63 
10% SDS 0.02 0.05 
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10% ammonium persulfate 
(freshly prepared) 
0.02 0.05 
TEMED 2 μl 5 μl 
 
- Buffers for SDS-PAGE 
SDS-gel loading buffer (3 x stock) 
  150 mM Tris.Cl (pH6.8) 
  300 mM dithiothreitol 
  6% SDS (electrophoresis grade) 
  0.3 % bromophenol blue 
  30% glycerol 
- Tris-Glycine electrophoresis buffer (5 x stock) 
  250 mM Tris.Cl (pH 8.3) 
  1.25 M glycine (electrophoresis grade) (pH 8.3) 
  0.5 % SDS 
- Staining solution with Coomassie Brilliant Blue for Protein 
Dissolve 0.25 g of Coomassie Brilliant Blue R250 in 90 ml of methnol:H2O 
(1:1v/v) and 10 ml of glacial acetic acid. Filter the solution through a Whatman No. 
1 filter to remove any particulate matter.   
- Destaining Solution for Coommassie Stain 
  30% methanol 
  10% acetic acid 
dH2O is added to bring volume to 100 ml.  
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1.3. Preparation of competent cells 
1. Streak E. coli host cells on an LB plate+100 μg/ml Amp) 
2. Allow cells to grow at 37oC overnight 
3. Place one colony in 10 mL LB media (+antibiotic selection if necessary), grow overnight 
at 37oC 
4. Transfer 5 mL overnight DH5a culture into 500 mL LB media in 2-L flask 
5. Allow cell to grow at 37oC (250 rpm), until OD600= 0.6 (~2-3 hours) 
6. Transfer cells to 2 centrifuge bottles (250 mL), and place cells on ice for 20 mins 
7. Centrifuge cells in Sorval GSA rotor at 4oC for 10 mins at 3,000 g (2500 rpm). Cells must 
remain cold for the rest of the procedure 
8. Pour off media and resuspend cells in 30 mL of cold 0.1 M CaCl2. Transfer the 
suspended cells into 50 mL polypropylene falcon tubes, and incubate on ice for 30 
mins 
9. Centrifuge cells using rotor at 4 oC for 10 mins at 3,000 g  
10. Pour supernatant and re-suspend cells (by pipetting) in 8 mL cold 0.1M CaCl2 
containing 15% glycerol. Transfer 100 μL into (1.5 mL) Eppendorff tubes placed on ice. 
Freeze the cells in liquid nitrogen. Cells stored at -80oC can be used for transformation 
for up to ~6 months. 
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ภาคผนวก ข 
- แผนที่พลาสมิด pGEM®-T cloning vector 
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- แผนที่พลาสมิด pQE60 expression vector 
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